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1 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
Alle Einheiten wurden nach dem internationalen Standard (SI-Einheiten) 
abgekürzt: 
 
Abb. Abbildung 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
bFGF Basic Fibroblast Growth Factor, basischer 
Fibroblastenwachstumsfaktor 
bp Basenpaare 
cDNA Komplementäre DNA 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
DTT Dithiotreitol 
E.coli Escherichia coli 
EDRF Endothelium Derived Relaxing Factor, endothelialer 
relaxierender Faktor ( = NO ) 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
EtBr Ethidiumbromid 
FCS Fötales Kälberserum 
h Stunde 
IPTG Isopropyl-ß-D-thiogalactosid 
LB Luria Broth 
Lsg. Lösung 
min Minute 
MMLV-RT Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase 
NaAc Natriumacetat 
NO Stickstoffmonoxid 
PAA Polyacrylamid 
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung 
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PCR Polymerase Kettenreaktion 
PDGF Platelet Derived Growth Factor, Blutplättchen 
Wachstumsfaktor 
RAP-PCR RNA Arbitrarily Primed Polymerase Kettenreaktion 
RT-PCR Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion 
SNP Sodiumnitroprusside/Nitroprussidnatrium 
TAE Tris-Acetat-EDTA 
TBE Tris-Borsäure-EDTA 
TE Tris-EDTA 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
U Unit/Einheit 
U/min Umdrehungen pro Minute 
X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-ß-D-galactosid 
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2 EINLEITUNG 
2.1 Therapiemöglichkeit der Gefäßstenose durch Perkutane 
Transluminale Angioplastie – und die Komplikationen 
Herz-Kreislauferkrankungen und somit auch die Atherosklerose als 
Hauptfaktor der myokardialen und zerebralen Infarkte, zählen in West 
Europa und den USA zu den häufigsten Todesursachen (Kannel, 1998).  
Der Begriff der Arteriosklerose, oder heute auch Atherosklerose, wurde im 
Jahre 1835 erstmalig in einer Publikation von Lobstein erwähnt und 
beschrieb die damals bereits häufig gefundenen krankhaften 
Veränderungen der Arterienwand (nach Lobstein, 1835). 
Heute versteht man unter dem Begriff der Atherosklerose die sehr 
komplexen Wechselwirkungen zwischen vermehrter Fetteinlagerung, den 
Endothelzellen, zirkulierenden und gewebsständigen Entzündungs-
mediatoren, Thrombozyten und glatten Muskelzellen, die mit vielfältigen 
Veränderungen der Media als auch der Intima der Arterien verbunden sind 
(Dartsch, 1992). 
Die Ätiologie und Pathogenese dieser sowohl strukturellen als auch 
funktionellen Veränderungen in der Gefäßwand, sind bis heute nicht 
vollständig verstanden. Viele unterschiedliche Einzelbeobachtungen 
haben jedoch zu zahlreichen Theorien über die Entstehung der 
Atherosklerose geführt. Durch das Zusammentreffen einzelner bekannter 
Risikofaktoren, wie z.B. Nikotinabusus, Adipositas, langjährig bestehende 
arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus und erhöhte Blutfette bzw. -
cholesterin (hierbei insbesondere das erhöhte und oxidativ veränderte 
LDL) (Orford et al., 2000), bilden sich in der Arterienwand fibröse Plaques, 
die sich aus den oben bereits genannten Bestandteilen zusammenfügen. 
Diese Plaques nehmen im Laufe der Zeit an Größe zu, so daß es 
schließlich zur klinisch auffälligen Gefäßobstruktion, bis hin zum völligen 
Gefäßverschluß, kommen kann. 
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Abhängig von der Lokalisation der Stenose ist die therapeutische 
Maßnahme der Wahl häufig die Perkutane Transluminale Angioplastie 
(PTA), die 1964 erstmals von Dotter und Judkins (Dotter, Judkins, 1964) 
beschrieben wurde. Seit der Entwicklung des Ballonkatheters 10 Jahre 
später durch Grüntzig (Grüntzig, 1974), konnten die primären 
Behandlungserfolge der PTA wesentlich gesteigert werden, so daß heute 
mit modernen Techniken primäre Erfolgsraten von über 90% erreicht 
werden (Bauters et al., 1998).  
Bei der perkutanen transluminalen Angioplastie wird zunächst über einen 
arteriellen Zugang eine Angiographie des betroffenen Gefäßes angefertigt. 
Danach erfolgt das Vorschieben eines Führungsdrahtes durch den 
stenosierten Gefäßabschnitt. Über den Führungsdraht wird dann ein 
Ballonkatheter entsprechender Größe in das obliterierte Segment 
vorgeschoben. Anschließend wird der Ballonkatheter über die 
Gesamtlänge der Stenose hin inflatiert, wodurch es zu einer Frakturierung 
atherosklerotischer Plaques mit oder ohne Mediadissektion kommt (Block 
et al., 1981).  
Ein therapeutisches Problem bleiben die Rezidivraten, die entsprechend 
der Einteilung der American Heart Association (AHA) nach Lokalisation, 
Länge und Typ der Primärläsion unterschiedlich hoch sind. Nach der AHA 
wird eine Klassifikation der femoropoplitealen Erkrankung in vier 
Kategorien vorgenommen. Kategorie 1 umfasst Läsionen, bei denen es 
sich um eine einzelne Stenose kleiner 5 cm oder aber einen einzelnen 
Verschluß kleiner 3 cm handelt, wobei weder der Abgang der A. femoralis 
superior, noch Arterien distal der A. poplitea betroffen sein dürfen. 
Patienten dieser Kategorie haben nach 12 Monaten deutlich niedrigere 
Restenoseraten (< 4%) als Patienten der höheren Kategorien, bei denen 
eine oder mehrere Primärstenosen oder -verschlüße vorliegen können. 
Die Restenoserate liegt hier im Bereich zwischen 20-35% nach 12 
Monaten (Clark et al., 2001, Casterella et al., 1999). Diese Restenosen 
machen bei der Mehrzahl der Patienten Reinterventionen notwendig und 
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tragen damit zur Morbidität und Mortalität der PTA bei. Neben den 
thrombotischen Frühverschlüssen und der relativ langsamen Progression 
der Grunderkrankung spielt dabei der Prozeß der traumatisch induzierten 
Lumeneinengung durch vermehrte Zellproliferation und Gewebsumbau 
eine wichtige Rolle. Dieser Prozeß wird als Restenose im engeren - und 
hier gebrauchten - Sinne bezeichnet (Alfke et al., 1996).  
In den letzten Jahren wird vermehrt nach alternativen Verfahren zur PTA, 
bzw. nach Therapieansätzen gesucht, um die hohe Reinterventionsrate 
nach primären gefäßeröffnenden Maßnahmen zu senken. Als mögliche 
Alternative zur PTA ist die Hochfrequenzrotationsangioplastie, die 
Excimer-Laser-Koronarangioplastie (Hombach et al., 1995). und die 
Applikation von Stents zu erwähnen (Palmaz et al., 1988, Strecker et 
al.,1990.) Die genannten Verfahren befinden sich allerdings entweder 
noch in der Erprobung, oder aber sie konnten bisher keine wirkliche 
Verbesserung der Restenoserate bieten. Zusätzlich findet man mitunter 
wesentlich höhere primäre Komplikationsraten als bei der PTA, wie z.B. 
die höhere Thrombosierungsrate nach Applikation von intraluminalen 
Stents (Drechsel et al., 1998). Parallel wird nach Möglichkeiten der 
pharmakologischen Intervention nach Angioplastie gesucht, um die Rate 
der Restenosen niedrig zu halten. Die Therapie mit niedrig dosierter 
Acetylsalicylsäure ist heute die klinisch gebräuchlichste Form der 
medikamentösen Prophylaxe thrombotischer Frühverschlüsse (Schwartz 
et al., 1988), weiterhin werden auch Heparin oder Vitamin-K-Antagonisten 
zur Vorbeugung der Restenose gegeben (Böger et al., 1995). Auch Ca-
Antagonisten, Fischöle, ACE-Inhibitoren, Steroide, Colchicin und 
Östrogene wurden auf ihre antiproliferative Wirkung nach PTA hin 
untersucht, wobei die entsprechenden klinischen Studien keinen 
überzeugenden Erfolg erbringen konnten (Drechsel et al., 1998). Eine erst 
kürzlich durchgeführte Doppel-Blind Studie hat jedoch gezeigt, daß bei der 
regelmäßigen Einnahme von Pravastatin (40mg täglich) eine signifikant 
(22%) niedrigere Restenoserate in der PTCA zu beobachten war, als in 
 6 
 
  
 
 
der Placebogruppe, so daß es sich hier offensichtlich um eine sinnvolle 
medikamentöse Unterstützung in der Prävention der Restenose handelt 
(Mulder et al., 2000).  
Der Pathomechanismus der Restenose nach Angioplastie stellt eine 
segmental begrenzte Wundheilungsantwort auf ein kontrolliertes Trauma 
der Gefäßwand dar. Klinisch kündigt sich die Restenose häufig durch das 
erneute Auftreten der typischen Beschwerden an. Im Rahmen der 
Restenose finden eine Vielzahl interaktiver Prozesse wie Zelladhäsion, 
Koagulation, Gefäßkontraktion, Zellmigration, Zellproliferation und 
Synthese von Extrazellulärmatrix statt. Bei all diesen Reaktionen handelt 
es sich prinzipiell um normale physiologische Reaktionen. Der Unterschied 
zwischen der physiologischen Wundheilung und der pathologischen 
Restenose liegt im Ausmaß und in der Dauer der Reaktion (Hombach et 
al., 1995). 
Durch die Angioplastie als Stimulus kommt es zu einer Zerstörung 
endothelialer und subendothelialer Strukturen. Die Traumatisierung der 
Media mit Ruptur der Lamina elastica interna bewirkt eine Freisetzung von 
Wachstumsfaktoren, insbesondere PDGF und bFGF aus Thrombozyten, 
Endothelzellen, Leukozyten, kontraktilen glatten Muskelzellen und 
anderen Zelltypen (Nabel et al., 1993). Weiterhin kommt es unter anderem 
zu einer vermehrten Expression der Gene, die für Proteine der 
Extrazellulärmatrix, wie Elastin und Kollagene, codieren, wie in 
zahlreichen Tierversuchen gezeigt werden konnte (Tai et al., 2000). 
Parallel zur beginnenden Migration wandeln sich die überwiegend 
kontraktilen glatten Muskelzellen zum sezernierenden und 
organellenreicheren Phänotyp der VSMCs in Intima und Media, um. In 
diesem Stadium liegen unterschiedliche Expressionsmuster von 
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren vor, wobei Expressionsdauer, 
Zusammenwirken und Expressionsmaxima an humanem Gewebe 
allenfalls partiell bekannt sind (z.B. PDGF, PDGF-R, FGF, FGF-R u.a.) 
(Bauriedel et al., 1994). Wenige Tage nach Angioplastie kommt es zu 
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einer verstärkten Bildung von Extrazellulärmatrix. Glatte Muskelzellen 
synthetisieren und sezernieren Matrixproteine, wie Kollagene und 
Glykoproteine, die allmählich zu einer starken Volumenzunahme der neu 
formierten Plaques führen. Experimentelle Daten zeigen, daß der 
Ablagerung von Extrazellulärmatrix eine führende Rolle in der Entstehung 
der Restenose zukommt und daß Migration und Proliferation der VSMCs 
durch die extrazelluläre Matrix beeinflußt werden (Schwartz, 1997).  
2.2 Glatte Gefäßmuskelzellen – Vascular Smooth Muscle Cells 
(VSMCs), Entwicklung und phänotypische Veränderung nach 
PTA 
Die großen arteriellen Gefäße des Embryos entstehen aus dem 
Mesoderm, wobei mesenchymale Zellen anfangs einen 
flüssigkeitsgefüllten Raum bilden, der von Endothelzellen ausgekleidet 
wird. Anschließend häufen sich zusätzliche mesenchymale Zellen an, die 
sich zu glatten Muskelzellen differenzieren (Langman, 1989).  
Während der Fetalzeit und in der frühen postnatalen Phase haben glatte 
Muskelzellen große Ähnlichkeit mit aktivierten Fibroblasten 
(Myofibroblasten), da sie über ein ausgedehntes granuläres 
endoplasmatisches Retikulum, einen auffälligen Golgi-Apparat und über 
nur wenige Myofilamente verfügen. (Thyberg et al., 1995). Im weiteren 
Reifungsprozeß proliferieren die glatten Muskelzellen und sezernieren 
Extrazellulärmatrix, wie z.B. Kollagen und Elastin und Proteoglykane. 
Beim Erwachsenen besteht die media der Gefäßwand aus mehreren 
Schichten hochdifferenzierter glatter Muskelzellen, die konzentrisch 
angeordnet sind. Die sezernierenden Organellen der Zellen sind 
geschrumpft, während die Myofilamente nun den größeren Anteil des 
Zytoplasmas einnehmen. Die glatte Muskelzelle schränkt ihre 
proliferierende und sezernierende Tätigkeit zugunsten ihrer 
Kontraktionsfähigkeit stark ein. Aufgrund dieser Entwicklungen, 
unterscheidet man zwischen dem sezernierenden und kontraktilen Typ der 
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glatten Muskelzelle. 
Der hochdifferenzierte kontraktile Zelltyp des Erwachsenen verfügt über 
das Potential, bei Bedarf wieder in den hauptsächlich sezernierenden 
Phänotyp überzugehen, den man sonst beim Embryo oder auch 
heranwachsenden Organismus findet. Begünstigt wird der Übergang vom 
kontraktilen zum sezernierenden Typ durch Beschädigung der 
Basalmembran. Diese besteht aus einem feinfädigen Netzwerk aus Typ IV 
Kollagen, das hier keine Fibrillen bildet, sondern eine Verbindung mit 
mehreren nichtkollagenen Glykoproteinen, insbesondere dem Laminin, 
eingeht (Leonhardt, 1990). Ist die Basalmembran und Intima nicht mehr 
intakt, kommt es zum Kontakt der glatten Muskelzellen mit 
Makromolekülen in der Blutbahn, bzw. mit Wachstumsfaktoren, die in der 
Gefäßwand, von anderen Zellen, oder unter Umständen sogar von den 
glatten Muskelzellen selber produziert werden, so daß die Stimulation zur 
Umwandlung vom kontraktilen zum sezernierenden Typ in Gang gesetzt 
wird (Forsyth et al., 1997). 
Die Analyse und Erforschung der Pathogenese restenotischer Läsionen 
haben zu zwei unterschiedlichen Ansätzen in der Erklärung der 
Restenoseentstehung geführt. Beide Mechanismen, die Intima-
hyperplasie, als auch des Vascular Remodeling führen letztlich zu einer 
Lumenreduktion des betroffenen Gefäßes (Post et al., 1994).  
 
Arterienlumen 
Intima 
Media 
Adventitia 
nach 
PTA 
(konstriktives) 
Vascular Remodeling
Intimahyperplasie 
Überdehnung
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2.2.1 Intimahyperplasie 
Bei der Intimahyperplasie kommt es aufgrund einer Verletzung der 
Endothelschicht zu einer entzündungsähnlichen Reaktion innerhalb der 
Gefäßwand. Zahlreiche Studien haben gezeigt, daß die hyperplastische 
Reaktion der Intima mit dem Schweregrad des Angioplastie-induzierten 
Traumas positiv korreliert (Farb et al., 1999, Rogers et al., 1996). Durch 
Kontakt mit verschiedenen Wachstumsfaktoren, kommt es in der Media 
der Gefäßwand zu einer Umwandlung des kontraktilen Typs der glatten 
Muskelzelle in den sezernierenden Typ. Die anschließende Migration und 
Proliferation der glatten Muskelzellen, gemeinsam mit verstärkter 
Produktion von Extrazellulärmatrix führt dann zu einer Lumeneinengung. 
Die von den glatten Muskelzellen produzierte Extrazellulärmatrix besteht, 
wie schon oben beschrieben, aus verschiedenen Kollagentypen, Elastin, 
Proteoglykanen und Glykoproteinen (Isner, 1994). Der Gehalt der 
einzelnen Matrixkomponenten im Restenoseprozeß ist auch heute noch 
schlecht definiert. Der Arbeitsgruppe Tai et al. gelang es jedoch mittels 
PCR-Reaktionen am Tiermodell aufzuzeigen, daß mindestens 81 
verschiedene Gene an der Synthese der Extrazellulärmatrix beteiligt sind. 
Von diesen Genen ließen sich insgesamt 68 im Anschluß an eine 
Ballondilatation nachweisen, 47 Gene zeigten zu sieben verschiedenen 
Zeitpunkten im Beobachtungszeitraum von 28 Tagen eine signifikante 
Expressions-veränderung (Tai et al., 2000). 
2.2.1 Vascular Remodeling 
Guzman et al. gelang es 1996 in einer experimentellen Studie 
aufzuzeigen, daß die Verdickung der Intima zu keiner signifikanten 
Lumeneinengung des Gefäßes, zumindest im Sinne der Restenose, führte 
(Guzman et al., 1996). Vielmehr findet man bei dem Prozeß, den man als 
Vascular Remodeling bezeichnet, über einen Zeitraum von mehreren 
Wochen nach PTA eine Reduktion des Gesamtdurchmessers der Arterie. 
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PTA-bedingte Veränderungen der Strömungsverhältnisse führen dabei zu 
Umbauvorgängen innerhalb der Gefäßwand. Bereits 1987 beschrieb 
Glakov die grundsätzliche Fähigkeit der arteriosklerotischen Gefäße, sich 
bis zu einer Stenosierung von 40% kompensatorisch zu erweitern (Glagov 
et al., 1987). Dieser Mechanismus des erweiternden Remodelings scheint 
jedoch nach Angioplastie gestört zu sein. Einerseits kann ein durch das 
Trauma der PTA hervorgerufener erhöhter Sympatikotonus zu einem 
Gefäßspasmus führen, andererseits sind auch elastische Rückstellkräfte 
der Gefäßwand (elastic recoil) zu berücksichtigen (Klues et al., 1997, 
Höfling et al., 1997). Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, daß ein 
inadequater Erweiterungsmechanismus, sowie ein konstriktiver Prozeß für 
die Restenosierung verantwortlich gemacht werden kann (Schwartz, 1998; 
Kakuta et al., 1994). Dieser Vorgang ist höchstwahrscheinlich bedingt 
durch noch nicht vollständig verstandene plastische und strukturelle 
Veränderungen in der Adventitia der Arterienwand (Post et al.,1994). 
2.3 Wachstumsfaktoren und Nitroprussidnatrium  
Die komplexen Vorgänge, die zur Migration und Proliferation glatter 
Muskelzellen aus der Media in die Intima führen, können heute noch nicht 
vollständig erklärt werden. Es ist jedoch eine Vielzahl unterschiedlicher 
Wachstumsfaktoren beschrieben, die als Reaktion auf das Barotrauma 
durch den Katheter, sowohl von Thrombozyten als auch von glatten 
Muskelzellen freigesetzt werden. Auf der Suche nach möglichen 
Initiierungs- und Steuerungsmechanismen dieser zellulären Ereignisse 
konnte durch in situ-Hybridisierung in zellreichen Intima-Arealen koronarer 
Restenosen von behandlungsbedürftigen Patienten PDGF-A mRNA 
nachgewiesen werden (Bauriedel et al., 1994), nachdem bereits in 
operativ exzidierten Plaques der A. carotis spezifische Transkripte für 
PDGF-A, PDGF-B und PDGF-Rezeptor gefunden wurden und dabei 
mesenchymalen Intimazellen sowie Makrophagen zugeordnet werden 
konnten (Wilcox, 1991). Eine erhöhte Expression von bFGF und aFGF 
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sowie deren Rezeptoren, konnte immunhistochemisch in menschlichem 
Arteriosklerosegewebe bei Neovaskularisationsprozessen (Hughes et al., 
1993) und – assoziiert mit Hyperzellularität von VSMCs – in koronaren 
Restenosen sowie in Primärläsionen mit klinischer Instabilität 
nachgewiesen werden (Flugelman et al., 1993). 
Stimuliert man glatte Muskelzellen mit PDGF oder bFGF, so zeigen 
Muskelzellen, die aus Restenosegewebe gewonnen wurden, eine deutlich 
höhere Proliferationsrate als die Zellen, die aus Primärstenosegewebe 
gewonnen wurden. Es findet sich also eine erhöhte mitogene 
Stimulierbarkeit der glatten Muskelzellen durch spezifische 
Wachstumsfaktoren (Bauriedel et al., 1993). 
Für die Relaxation einer arteriellen Gefäßwand benötigt man ein intaktes 
Endothel, da dort der sogenannte Endothelium Derived Relaxing Factor, 
EDRF, freisetzt wird (Furchgott, 1996). Seit 1987 weiß man, daß es sich 
beim EDRF um Stickstoffmonoxid (NO) handelt (Palmer et al.,1987). NO 
führt durch Relaxation der glatten Muskelzellen zu einer lokalen 
Vasodilatation, hemmt die Thrombozytenaggregation ebenso wie die 
Proliferation und Migration der VSMCs (Loscalzo et al., 1995). 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zur Stimulierung der Zellkulturen drei 
Wachstumsfaktoren, sowie der NO-Donator Nitroprussidnatrium, 
ausgewählt.  
2.3.1 Platelet Derived Growth Factor (PDGF) 
Der Name Platelet Derived Growth Factor (PDGF) beruht auf 
Forschungsergebnissen aus dem Jahre 1974 (Kohler et al., 1974; Ross et 
al., 1974). Damals nahm man an, PDGF wäre ausschließlich ein von 
Thrombozyten produzierter Wachstumsfaktor, heute jedoch weiß man, 
daß auch viele andere Zellen, wie z. B. VSMCs und Endothelzellen PDGF 
produzieren können (Newby et al., 1993). 
Es sind zwei PDGF-Isoformen (A-Kette und B-Kette) bekannt, die Homo- 
oder Heterodimere bilden können (Ross et al., 1986). PDGF kann sich an 
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zwei verwandte Rezeptor-Tyrosin-Kinase, PDGF-Rezeptor-alpha und 
PDGF-Rezeptor-beta, binden und diese aktivieren (Heldin, 1992). In 
arteriosklerotischem Plaquematerial, sowie bei arteriellen Regenerations- 
und Reparationsprozeßen konnte PDGF mRNA und Protein, sowie der 
PDGF-Rezeptor-beta nachgewiesen werden (Majesky et al., 1990, Ross 
et al., 1990). Wird der PDGF-Rezeptor durch seinen spezifischen 
Liganden stimuliert, überträgt er ein mitotisches wie auch ein 
chemotaktisches Signal (Jawin et al., 1992). Durch Phosphorylierung von 
Tyrosin-Residuen im zytoplasmatischen Anteil des Rezeptors kommt es 
zur Aktivierung einer Kaskade von Signaltransduktionsmolekülen 
(Westermark et al., 1990, Schlessinger et al., 1992). Durch die Blockade 
von PDGF mittels eines neutralisierenden Antiserums konnte in einem 
Angioplastiemodell der Ratte gezeigt werden, daß PDGF eine funktionelle 
Rolle bei der Akkumulation von glatten Muskelzellen in der neu gebildeten 
Intima spielt (Bilder et al., 1999; Ferns et al., 1991). 
2.3.2 Fibroblasten Wachstumsfaktor, FGF 
Die Wachstumsfaktoren bFGF (basic) und aFGF (acidic) gehören in die 
Familie der Heparin-bindenden Polypeptide. Sie vermitteln beide sehr 
ähnliche biologische Aktivitäten, jedoch in unterschiedlich starker 
Ausprägung. Einige dieser Aktivitäten können mit der Restenose nach 
PTA in Verbindung gebracht werden. So konnte zum Beispiel gezeigt 
werden, daß beide Wachstumsfaktoren in vitro von VSMCs synthetisiert 
werden und gleichzeitig mitogen auf diese Zellen wirken (Gospodarowicz 
et al., 1988). bFGF stimuliert nach seiner Freisetzung durch mechanische 
Verletzung eines Gefäßes die Proliferation sowie die Migration der glatten 
Muskelzellen aus der Media in die Intima. Zusätzlich reguliert bFGF in 
Gegenwart von Heparin die Expression von Makromolekülen der 
Extrazellulärmatrix und beeinflußt damit die frühe Intimahyperplasie 
(Kennedy et al., 1997; Lindner et al., 1991). 
Um biologisch aktiv werden zu können, bindet der bFGF mit hoher Affinität 
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an einen seiner spezifischen Rezeptoren. Insgesamt vier unterschiedliche 
Rezeptoren, FGFR 1 bis 4, konnten bisher durch cDNA Klonierung und 
Sequenzierung identifiziert werden (Givol et al., 1992). Man findet sie nach 
einer Gefäßverletzung auf der Oberfläche von verschiedenen Zellen, 
insbesondere auch auf glatten Muskelzellen und Endothelzellen. Die 
genaue Verteilung dieser unterschiedlichen Rezeptoren in vivo ist 
weitestgehend unbekannt, lediglich für den FGFR 1 konnte gezeigt 
werden, daß er aFGF und bFGF mit hoher Affinität bindet (Brothers et al., 
1995; Dionne et al.,1990). 
2.3.3 Nitroprussidnatrium, SNP 
Als Nitrate oder Nitro-Verbindungen werden im medizinischen 
Sprachgebrauch, chemisch nicht exakt, Ester der salpetrigen Säure und 
der Salpetersäure mit antianginöser Wirkung zusammen gefaßt. Die 
Wirkung der Nitrate ist grundsätzlich gleich, der Unterschied zwischen den 
Präparaten liegt in ihrer Pharmakokinetik, d.h. sie unterscheiden sich vor 
allem durch Wirkungseintritt und Wirkungsdauer. Die eigentliche 
Wirksubstanz der Nitrate ist das Stickstoffmonoxid (NO) welches durch 
reduzierende Biotransformation, unter Beteiligung von Cytochrom P-450, 
gewonnen wird (Mutschler, 1996). NO stimuliert die cytosolische 
Guanylatcyclase, welche dann die Bildung von cyclischem 
Guanosinmonophosphat (cGMP) aus Guanosintriphosphat (GTP) 
katalysiert. cGMP führt dann zu einer Abnahme der intrazellulären 
Calciumionenkonzentration, wodurch es zu einer Erniedrigung des 
Gefäßtonus kommt (Carr et al., 2000). Wie bereits oben erwähnt wirkt NO 
nicht nur vasodilatierend und proliferationshemmend sondern inhibiert die 
durch basischen Fibroblastenwachstumsfaktor induzierte Migration von 
bovinen, glatten Muskelzellen (Alfke et al., 2000). Glatte Muskelzellen sind 
selber in der Lage, Stickstoffmonoxid zu synthetisieren, allerdings nur, 
wenn sie mit Cytokinen oder Lipopolysacchariden stimuliert werden 
(Nakayama et al., 1992). Zur vermehrten Freisetzung von Cytokinen 
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kommt es wiederum nach Verletzung des Endothels bei der PTA. Bei NO-
Synthese der VSMCs handelt es sich somit anscheinend um den Versuch, 
der eigenen Proliferation und Migration aus der Media in die Intima nach 
Gefäßtrauma, entgegenzuwirken (Dubey et al., 1995). 
 
 
 15 
 
  
 
 
3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT  
Die hohe Rezidivrate nach Gefäßwandinterventionen zeigt die 
Notwendigkeit, die pathogenetischen und molekularbiologischen Prozesse 
wie z.B. die beteiligten Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren und 
intrazellulären Transduktionswege der Restenose besser zu verstehen, 
um somit in Zukunft erfolgversprechendere therapeutische Strategien 
entwickeln zu können. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, durch Stimulation von bovinen glatten 
Muskelzellen mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren und 
Nitroprussidnatrium, relevante Gene nachzuweisen, die von den 
stimulierten VSMCs, im Vergleich zu nicht-stimulierten Zellen, vermehrt 
oder vermindert exprimiert werden.  
Bei der angewandten Methode werden mit Hilfe von kurzen, arbiträren 
Primern in der PCR-Reaktion, sogenannte RNA-Fingerprints (McClelland 
et al., 1995) angefertigt. Vorteil dieser Methode ist, daß man (auch bisher 
unbekannte) Transkripte auffinden kann, die, wie in der vorliegenden 
Arbeit, nach unterschiedlicher Behandlung der Zellen in der Zellkultur, 
differentiell exprimiert werden.  
Nach Analyse der hoch- bzw. runterregulierten Banden durch 
Reamplifikation, Klonierung und Abgleich mit der internationalen 
Datenbank, sollte dann nach Zusammenhängen von Proliferation und 
Migration der VSMCs, aus der Gefäßmedia in die Intima, und der 
Restenosebildung nach PTA in der Literatur gesucht werden. 
Neben der Etablierung der oben genannten Methode an VSMC sollen 
diese Ergebnisse nicht nur dem besseren Verständnis der 
Restenosebildung nach PTA dienen, sondern auch Hinweise auf eine 
mögliche therapeutische Beeinflussung ergeben. 
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4 MATERIAL UND METHODEN 
4.1 Zellkultur und Gewinnung von RNA 
Zur Gewinnung der glatten Gefäßmuskelzellen (Vascular Smooth Muscle 
Cells: VSMCs) wurde unmittelbar nach der Schlachtung des Rindes auf 
dem Schlachthof  ein Stück der bovinen Aorta durch den Ausweider 
entnommen und in ein Gefäß mit kaltem PBS Puffer gegeben. Danach 
erfolgte schnellstmöglich der Transport ins Labor, wo die bovine Aorta 
unter sterilen Bedingungen von adventitiellem und periadventitiellem 
Gewebe befreit, mit PBS Puffer bei Raumtemperatur gespült, 
anschließend aufgeschnitten und in einen Rahmen gespannt wurde. Die 
Intima der Aorta wurde mit 0,2% Kollagenase (Boehringer, Mannheim) 
bedeckt und für 30 min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach Entfernen 
der Endothelzellen durch erneutes Spülen mit PBS Puffer und 
Verwendung eines Zellschabers wurden mit einem Skalpell kleinste 
Gewebestückchen (1-2 mm) aus der nun freiliegenden Media 
ausgeschnitten. Diese Stückchen wurden in 25 ml Kulturflaschen 
(Sarstedt, Berlin) zusammen mit einem Medium Mix aus Iscove's 
Modifiziertem Dulbecco's Medium und Nutrient Mixture Ham's F-12 im 
Verhältnis 1:1 mit FCS (Biochrom KG, Berlin) bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert. In den ersten 5 Tagen wurde täglich 1ml Medium Mix, versetzt 
mit 50% FCS, zugegeben. In den anschließenden Wochen wurde jeden 
zweiten Tag ein Mediumwechsel mit nur noch 10% FCS durchgeführt. 
Sechs bis acht Tage nach Inkubationsbeginn wuchsen die ersten 
Muskelzellen aus dem Gewebestückchen heraus. Bei Erreichen der 
Konfluenz wurde das Gewebestück entfernt, die Kultur mit PBS 
gewaschen und die Zellschicht mit 0,25% Trypsin (Gibco, Eggenstein) für 
30min bei 37°C inkubiert, um  die Zellen vom Boden der Kulturflasche zu 
lösen. Durch Zugabe von 5ml Medium-Mix (10% FCS) wurde das Trypsin 
inhibiert und die Zellen gewaschen, um sie anschließend in 20ml tubes zu 
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überführen und abzuzentrifugieren. Der Überstand wurde dekantiert und 
die Zellen dann auf 4 weitere Kulturflaschen verteilt, erneut inkubiert, bis 
Konfluenz erreicht war. Für die folgenden Migrations- und 
Stimulationsversuche wurden ausschließlich Zellen der Passage 4 - 6 
benutzt. 
4.1.1 Überprüfung der Zellkultur durch spezifische Antikörper 
Um sicher zu stellen, daß es sich bei der Zellkultur tatsächlich um 
Muskelzellen handelte, wurde ein indirekter Antikörpertest, ausschließlich 
gerichtet gegen muskuläres alpha-Actin, durchgeführt. Hierzu wurden 
Zellen aus der ersten Passage in eine Petrischale gegeben, in der ein 
beschichteter Objektträger (Thermanox, Nunc Inc., IL, USA) lag. Die 
Zellen wurden mit Medium-Mix bedeckt und für 24 Stunden bei 37°C und 
5%CO2 inkubiert, bis sich vereinzelte Zellen auf dem Objektträger 
festgesetzt hatten. Der Objektträger wurde nun für 10 min an der Luft 
getrocknet, anschließend 10 min bei –20°C mit Aceton fixiert und dann 
erneut 10 min an der Luft getrocknet. Danach erfolgte eine einstündige 
Inkubation des Objektträgers bei 37°C und 5%CO2 mit dem 
Primärantikörper (Mouse Anti Human Muscle Actin, HHF 35, Dako, 
Hamburg), 1:50 verdünnt mit PBS und 1% bovinem Serumalbumin 
(Sigma, Deisenhofen). Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde der 
biotinylierte Sekundärantikörper (Rabbit Anti-Mouse, Dako) in einer 
Verdünnung mit PBS und 1% Serumalbumin von 1:300 hinzugefügt, und 
der Objektträger erneut für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. In einem 
dritten Schritt wurde nun Streptavidin, konjugiert mit alkalischer 
Phosphatase in einer Verdünnung von 1:200 hinzugegeben. 
Die freien Stellen des Avidinmoleküls ermöglichen die Bindung an das 
Biotin des Sekundärantikörpers, welcher widerum an den Antigen-
Primärantikörperkomplex bindet. Bei der anschließenden Färbung mit 
Dako Neufuchsin-Substrat bildeten die Konjugate der alkalische 
Phosphatase an der Stelle des gesuchten Antigens ein unlösliches rotes 
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Reaktionsprodukt, wodurch gezeigt werden konnte, daß es sich um 
Muskelzellen handelte. 
4.1.2 Überprüfung der Migration 
Für den Migrationsversuch wurden nach der modifizierten Boyden-
Chamber-Methode je 2ml Medium, in der oben genannten Mischung, mit 
jeweils einem Wachstumsfaktor (PDGF-AA/-BB, bFGF, Pepro Tech EC 
LTD., GB) in einer Konzentration von 10ng/ml auf Six-Well Platten 
(Greiner, Frickenhausen) verteilt. Darauf wurde ein Falcon Cell Culture 
Insert (Porengröße 8µm) aufgesetzt und pro Membran 200 000 Zellen 
ausgezählt und aufgetragen, die dann für 6 h bei 37°C und 5% CO2 
inkubiert wurden. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde eine Kernfärbung mit Hämalaun 
durchgeführt und die obere Membranseite mit einem Schaber vorsichtig 
von möglichen Zellresten befreit. Danach wurde die Membran 
ausgeschnitten und umgedreht auf einen Objektträger gegeben, so daß 
die migrierten Zellen bei 400-facher Vergrößerung ausgezählt werden 
konnten. 
4.1.3 Zellstimulation und RNA Isolierung 
Als Vorbereitung für die Stimulation mit den Wachstumsfaktoren PDGF-
AA/BB und bFGF und dem NO-Donator Nitroprussidnatrium (SNP, Sigma, 
St. Louis, USA ) wurden Zellen auf neun Kulturflaschen verteilt. Bei 
ausreichender Konfluenz wurden die Zellen vor der Stimulierung mit den 
Wachstumsfaktoren durch 24 stündige Inkubation mit serumfreiem 
Medium in ihrem Wachstum arretiert. 
Die Zellen wurden dann mit jeweils einem der oben genannten 
Wachstumsfaktoren in einer Konzentration von 10ng/ml, bzw. mit 0,1mM 
Nitroprussidnatrium über eine bzw. sechs Stunden stimuliert. Die RNA 
wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) gewonnen. Dazu 
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wurden die Zellen aus der Kulturflasche vorsichtig durch den im Mini Kit 
mitgelieferten Lysisbuffer abgelöst, in 2ml tubes hineinpipettiert und für 
3min bei 10.000U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde in neue tubes 
überführt und mit 350µl Ethanol (70%) mit Hilfe der Pipette gut 
durchmischt. Das Lysat wurde dann auf die mitgelieferten 
Reinigungssäulen (Quiagen-RNeasy spin column) pipettiert und für 15sec 
bei 10.000U/min zentrifugiert. Die Säule wurden danach insgesamt drei 
mal mit mitgelieferten Reinigungspuffern versetzt und erneut 
abzentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die gereinigte RNA mit 50µl DEPC 
aus der Säule ausgewaschen (1min zentrifugieren bei 10.000U/min) und 
in 1,5ml tubes gesammelt. Als Kontrolle wurde RNA aus nicht stimulierten 
Zellen isoliert. 
4.1.4 Qualitative und quantitative Beurteilung der RNA 
Um die RNA in den nachfolgenden Versuchen mengenmäßig genau 
einsetzen zu können, wurden alle Proben im Photometer (Pharmacia-
Biotech, Freiburg) in zwei Verdünnungen, 1:50 und 1:75 bei 260nm, 
gemessen. Bei diesem Meßvorgang wurde weiterhin auch die Ratio der 
RNA bestimmt, als Maß für die Reinheit der Proben. Anschließend wurde 
in Agarosegelen (1% Agarose, 1x TAE-Puffer (40mM Tris-Acetate, 2mM 
EDTA, pH 8,5)) mit 1xTAE als Laufpuffer bei 50V/45 min und folgender 
Färbung mit 0,01%igem Ethidiumbromid, sowohl die Qualität als auch 
Quantität der RNA unter UV Licht überprüft und photographisch 
dokumentiert. 
4.2 Oligonukleotide und Durchführung der Polymerase-Ketten-
Reaktion 
Folgende Oligonukleotide wurden als Primer für die Synthese der 
komplementären DNA (cDNA) und für die nachfolgende 
Polymerasekettenreaktion eingesetzt: 
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OPN 21 5'-ACC AGG GGC A-3' 
OPN 24 5'-AGG GGC ACC A-3' 
OPN 25 5'-GGG GCA CCA G-3' 
OPN 27 5'-GGC ACC AGG G-3' 
OPS 04 5'-CAC CCC CTT G-3' 
OPS 05 5'-TTT GGG GCC T-3' 
JUC 1A 5'-ACG AAG AAG AG-3' 
HD 10 5'-AAG TCC TTC C-3' 
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert. 
4.2.1 cDNA-Erststrangsynthese 
Die Umschreibung der mRNA in cDNA durch reverse Transkription (RT) 
wurde in einem Reaktionsgemisch, das 3,75µM Primer, 0,0625mM 
dNTP's, 50mM Tris-HCL (pH 8.3), 75mM KCL, 3mM MgCL2, 10mM DTT 
(Gibco, Bethseda, USA), 200U M-MLV Reverse-Transkriptase (Gibco) 
enthielt, in einem Volumen von 20µl durchgeführt. 
Die cDNA-Erststrangsynthese und alle weiteren Reaktionen wurden 
grundsätzlich pro mRNA in zwei Konzentrationen, 200ng und 250ng, 
vorgenommen, um konzentrationsabhängige Polymorphismen im 
Expressionsmuster zu vermeiden (McClelland et al., 1995). 
Zuerst wurden die jeweiligen mRNAs zusammen mit dem entsprechenden 
Primer für 10 min bei 70°C denaturiert, dann auf Eis gestellt, während das 
restliche RT-Reaktionsgemisch, außer der M-MLV, hinzupipettiert wurde. 
Im Thermocycler (MJ Research Biozym, Karlsruhe) wurden die Proben 
vorsichtig auf 37°C erwärmt (20°C-45'', 23°C-45'', 26°C-45'', 29°C-45'', 
31°C-30'', 34°C-30'', 37°C-30''), um dann die Reverse Transkriptase 
hinzuzugeben. Nach weiteren 60 min bei 37°C wurde M-MLV bei 95°C 2 
min lang inaktiviert. 
4.2.2 Zweitstrangsynthese 
Für diese Reaktion wurden 3,75µM Primer, 0,065mM dNTP's, 3,75mM 
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MgCL2  (Qiagen, Hilden), 1xReaktionspuffer (Qiagen, Hilden), DMSO 5%, 
2,5U taq-Polymerase (Qiagen, Hilden) und 10µl Erststrang in einem 
Gesamtvolumen von 30µl verwandt. Es wurde ein längerer, gefolgt von 
acht weiteren Zyklen, durchgeführt (94°C-2min, 24°C-5min, 72°C-5min, 8x 
[94°C-1min, 38°C-1min, 72°C-2min] 72°C-5min). 
4.2.3 PCR Reaktionsbedingungen 
Die anschließende Amplifikation wurde mit 3,75µM von jedem Primer, 
0,25mM dNTP's, 1xReaktionspuffer, 1,875mM MgCl2, DMSO 5%, 1U taq 
Polymerase und 10µl Zweitstrangvorlage in 32 Zyklen durchgeführt (94°C-
2min, 31x [94°C-1min, 38°C-1min, 72°C-2min] 72°C-5min). Das 
Reaktionsvolumen betrug hier ebenfalls 30µl. 
4.2.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die PCR-Produkte wurden durch denaturierende Polyacrylamidgele (5% 
Polyacrylamid (Roth, Karlsruhe), 50%Urea, 10%APS, TBE (100mM Tris, 
90mM Borsäure, 1mM EDTA, pH 8.3 bei 23°C), bei einer maximalen 
Leistung von 45 Watt (50°C) mit 1xTBE als Laufpuffer und einer Laufzeit 
von 90min, verwandt. 
Die Silberfärbung der Gele, um die PCR-Produkte darstellen zu können, 
wurde in acht Schritten vorgenommen (Budowle et al., 1991): 
- 5 min Fixierung in 10%igem Ethanol,  
- 3 min Oxidierung in 1%iger Salpetersäure,  
- kurzes Spülen mit aqua bidest, 
- 20 min in 0,012M Silbernitrat 
- kurzes Spülen mit aqua bidest, 
- Reduktion in 0,28M Natriumcarbonat + 0,019% Formalin, bis 
Bandenmuster sichtbar werden 
- 2 min in 10%iger Essigsäure zum Abstoppen der Reduktion  
- 2 min in aqua bidest. 
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Anschließend wurden die Gele auf Chromatographiepapier getrocknet, um 
sie dauerhaft aufbewahren zu können. 
Die dargestellten Bandenmuster der getrockneten Gele wurden nun auf 
Unterschiede hin genau betrachtet. Als polymorph wurden dabei solche 
Banden gewertet, die im Vergleich zu den Kontrollspuren stärker oder 
schwächer ausgeprägt waren. Nicht berücksichtigt wurden 
konzentrationsabhängige Unterschiede in der Bandenexpression.  
4.3 Reamplifikation und Klonierung von Polymorphismen 
Um die DNA der als polymorph gewerteten Banden für die nachfolgende 
Klonierung zu gewinnen, wurden die entsprechenden Stellen auf den 
Polyacrylamid-Sequenziergelen mit sterilen Kanülen vorsichtig 
"abgekratzt" (Stumm et al., 1997). Die Reamplifikation fand in einem PCR-
Reaktionsgemisch, das 0,75µm von jedem Primer, 0,125mM dNTP's, 
1xReaktionspuffer, 1,5mM MgCl2 und 1 Unit taq-Polymerase enthielt, in 
einem Volumen von 20µl statt. Die PCR wurde mit insgesamt 30 Zyklen 
durchgeführt (94°C-4min, 29x [94°C-1min, 38°C-1min, 72°C-1min], 72°C-
5min). 
Die Reamplifikationsprodukte wurden anschließend auf denaturierende 
Polyacrylamidgele (5%) aufgetragen, erneut aufgetrennt und durch 
Silbernitratfärbung dargestellt.  
4.3.1 Ausfällen der DNA und Vorbereitung der Ligation 
Um die DNA der Reamplifikationsprodukte für die folgende Klonierung 
nutzen zu können, wurde das PCR-Produkt aus dem vorhergehenden 
Schritt mit 3M Natrium-Acetat und 100% Ethanol gefällt. Anschließend 
wurde bei 10.000U/min für 3min zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde 
2x in 70% Ethanol gewaschen, dann 5min an der Luft getrocknet und 
danach in 20µl aqua bidest gelöst. 
Um die Ligationsreaktion mit glatten Enden ("blunt end ligation") zu 
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ermöglichen, mußten die überhängenden Adenin-Enden der PCR-
Produkte zuerst komplementär vervollständigt werden. Dazu wurden 5µl 
der Reamplifikations-DNA mit 0,25mM dNTP's, 1xPuffer (Stratagene, 
Heidelberg), 2,5U Pfu-taq (Stratagene) in einem Reaktionsvolumen von 
10µl für 30min auf 72°C erhitzt. 
4.3.2 Verdau des pBluescript II KS+ Phagemid mit Eco RV 
Bei diesem Restriktionsverdau wurde 1µg pBluescript II KS+ mit 10U Eco 
RV und 1xReaktionspuffer (Boehringer, Mannheim) in einem 
Gesamtvolumen von 20µl für zwei Stunden bei 37°C im Thermoblock 
inkubiert. Dabei wurde der DNA-Doppelstrang aufgeschnitten und für die 
anschließende Ligationsreaktion vorbereitet. 
4.3.3 Ligation der DNA in pBluescript II KS+/Eco RV 
Die Ligation der blunt end DNA erfolgte mit 5µl DNA aus der Insert-
polishing Reaktion zusammen mit 1µl pBluescript II KS+ Phagemid, 
verdaut mit Eco RV (Boehringer Mannheim), 10U Eco RV , 2U T4 Ligase 
(Gibco), 1xReaktionsbuffer (Zusammensetzung, Gibco) in einem 
Gesamtvolumen von 20µl bei 16°C über 16 h im Thermocycler.  
4.3.4 Transformation kompetenter Bakterien und anschließendes 
Ausstreichen auf Platten 
Kloniert wurde mit kompetenten E. coli des Bakterienstammes DH5α (F-, φ
80dlacZ∆M15, recA1, endA1, gyrA96, thi-l, hsdR17, supE44, felA1, deoR, 
∆((lacZYA-argF)U169).  
Für die Transformation wurden die tubes der bei –80°C gelagerten 
kompetenten Bakterien zügig in der Hand aufgetaut und jeweils 100µl der 
Bakterienmasse zu 10µl des Ligationsansatzes in 20ml Reaktionsgefäße 
gegeben. Danach sofortige Inkubation auf Eis für 10 min., anschließend 
erfolgte ein Hitzeschock für 2 min bei 42°C im Thermoblock. Nach Zugabe 
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von 1ml LB-Medium (10g/l Select Peptone, 5g/l Hefeextrakt, 10g/l 
Natriumchlorid, Gibco) wurde die Bakterien-DNA für 1h bei 37°C im Rüttler 
kultiviert. 
Während dieser einstündigen Inkubationszeit wurden Agar Platten, die LB-
Medium und Ampicillin (Gibco, 100µg/ml) enthielten mit 2%igem Xgal 
(Roth) und 100mM IPTG (Roth) ausgestrichen. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 500µl der Bakterienmasse pro 
Petrischale ausgestrichen und für 12 bis 14 h bei 37°C und 5% CO2 im 
Brutschrank gelagert. Danach wurden die Petrischalen für weitere 2 bis 4h 
bei 4°C aufgehoben, bis eine deutliche blau/weiß Unterscheidung der 
einzelnen Klone möglich war. 
Pro Platte wurden sechs weiße Bakterienklone "gepickt", da diese das 
DNA-Insert enthalten sollten, und in jeweils 3ml LB-Medium mit dem 
entsprechenden Antibiotikum (Ampicillin, 100µg/ml, Gibco) für weitere 12 
bis 14 h bei 37°C im Rüttler kultiviert. 
4.3.5 Plasmidpräparation aus transformierten Bakterien 
Die Präparation der Plasmid-DNA aus transformierten Bakterien wurde 
nach Standardmethoden (Sambrook et al., 1989) durchgeführt. Hierzu 
wurden 1,5ml der Bakterienkultur in 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefäße 
überführt und zentrifugiert (12000U/min, 5min). Das Bakterienpellet wurde 
in Lsg. I (50mM Glucose, 25mM TrisCl [pH 8], 10mM EDTA) 
resuspendiert, mit Lsg. II (0,2M NaOH, 1%SDS) versetzt und vorsichtig 
gemischt. Die alkalische Lyse der Bakterien erfolgt während der 
anschließenden Inkubation auf Eis (5min). Nach Zugabe von eiskalter Lsg. 
III (3M K-Acetat, 2M Essigsäure [pH 5,2]) und gründlichem Mischen durch 
mehrfachens Schwenken der Eppendorftubes wurden während der 
folgenden 15 minütigen Inkubation auf Eis bakterielle Proteine und 
chromosomale DNA ausgefällt. Anschließend wurde 5min bei 12000U/min 
abzentrifugiert, der wässrige Überstand dekantiert und mit eiskaltem 
EtOH, 100%, die DNA ausgefällt. Nach einmaligem Waschen des Pellets 
 25 
 
  
 
 
in 70%igem Ethanol wurde die DNA in 50µl TE aufgenommen. 
Im anschließenden Restriktionsverdau wurde die DNA mit dem Enzym 
Hind III (Boehringer, Mannheim) linearisiert, durch Agarosegel-
elektrophorese (1%) dargestellt und mittels einer positiven und einer 
negativen Kontrolle ausgewertet. 
Zur quantitativen Präparation und Reinigung von Plasmid-DNA wurde der 
Qiagen Mini Prep Kit 25 verwandt. Hierzu wurden die als positiv 
ausgewerteten Bakterienkulturen mit LB-Medium auf ein Volumen von 3ml 
aufgefüllt und für 12 bis 14h bei 37°C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde 
anschließend nach den Vorschriften des Herstellers aufgearbeitet. 
Die Sequenzierung der klonierten und aufgereinigten DNA erfolgte mit 
M13 Standard-Primern, welche die pBluescript poly-cloning side 
flankieren, bei der Firma MWG, Ebersberg, mit Hilfe eines automatischen 
Sequenziergerätes. 
4.4 Spezifische Reverse Transkriptions Polymerase-Ketten-
Reaktion 
Die spezifische RT-PCR wurde durchgeführt, um das Auftreten der 
subklonierten, polymorphen Banden mit ihrer Expression in den anfangs 
durchgeführten Polyacrylamidgelen zu vergleichen. Folgende 
Oligonukleotide wurden als Primer für den spezifischen Nachweis der 
mRNA-Expression in der Reversen-Transkriptase-PCR (RT-PCR) genutzt: 
ß-Actin f: 
r: 
5'-CAT CCA GGC TGT GCT G-3' 
5'-CGG CTG TGG TGG TAA AG-3' 
Sequenzlänge: 
209 bp 
p97 f: 
r: 
5'-CGT CAA AGG AAG AAC TGC T-3' 
5'-AGG GGG ATG TCA ACC TC-3' 
Sequenzlänge: 
298 bp 
Laminin B2 f: 
r: 
5'-TGT TCA GGT CCA CTG TGT C-3' 
5'-CAG GAA GCA GAA AAA GAG C-3' 
Sequenzlänge: 
196 bp 
MR 18 f: 
r: 
5'-GGG GAC ACA AAA CTG AGC-3' 
5'-CCA ATC CAA AAA CAG AGA CA-3' 
Sequenzlänge: 
235 bp 
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MR 21 f: 
r: 
5'-GGG GGG TTT GTG GAG T-3' 
5'-CCT GGG GAG GGA AGA T-3' 
Sequenzlänge: 
114 bp 
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg, synthetisiert. 
 
Für den Erststrang wurden 250ng RNA, 0,03mM Random-Hexanucleotide 
(Boehringer Mannheim), 0,0625mM dNTP's, 10mM DTT, 50mM Tris-HCL 
(pH 8.3), 75mM KCL, 3mM MgCl2 und 200U M-MLV RT eingesetzt. 
Zuerst wurden die RNA und die Hexanucleotide für 10min bei 70°C 
denaturiert, dann auf Eis gestellt, während das restliche RT-
Reaktionsgemisch, außer der M-MLV, hinzupipettiert wurde. Die Proben 
wurden für 10min bei Raumtemperatur inkubiert, um dann die Reverse 
Transkriptase hinzuzufügen. Danach kamen die Tubes für 60min bei 37°C 
in den Thermocycler und wurden abschließend für 2min auf 95°C erhitzt, 
um die M-MLV zu inaktivieren. 
Die anschließende Polymerase-Ketten-Reaktion wurde mit 0,3µM Primer, 
0,2mM dNTP's, 1x Reaktionspuffer, 1,5mM MgCl2, 1U taq-Polymerase und 
2µl Erststrang in einem Gesamtvolumen von 50µl mit 28 Zyklen 
durchgeführt. (94°C-4min, 27x [94°C-1min, 50°C-1min, 72°C-1min 30sek], 
72°C-5min). 
Die spezifischen PCR-Produkte wurden auf 1,5%ige Agarosegele mit 
1xTAE als Laufpuffer bei 90V/45min geladen und nach anschließender 
Ethidiumbromidfärbung unter UV-Licht ausgewertet und photographisch 
dokumentiert. 
Weiterhin wurden nicht-denaturierende Polyacrylamidgele mit 
anschließender Silberfärbung angefertigt. 
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5 ERGEBNISSE 
5.1 Nachweis glatter Gefäßmuskelzellen (VSMCs) 
Um sicher zu stellen, daß es sich bei den gewonnenen bovinen Zellen 
tatsächlich um glatte Gefäßmuskelzellen (VSMCs) handelt, führten wir 
einen indirekten Antikörpertest durch, der gegen muskuläres Alpha-Actin 
gerichtet war. Über verschiedene Schritte (s. 4.1.1.) lassen sich dabei 
glatte Muskelzellen, wie auf dem folgenden Photo gut zu erkennen, durch 
ein unlösliches dunkelrotes Reaktionsprodukt darstellen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Bovine VSMCs, gefärbt mit Neufuchsin 
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5.2 Auswertung der Migration von VSMCs 
Die im folgenden Blockdiagramm graphisch dargestellte Migration der 
VSMCs nach Stimulation mit den von uns verwandten 
Wachstumsfaktoren, bzw. dem NO-Donator SNP, bestätigt die in der 
Literatur beschriebenen Eigenschaften der einzelnen Faktoren. PDGF-BB 
und bFGF führen hierbei zu einer deutlich vermehrten Migration. Nach 
Zusatz von NO ist jedoch die Migration der beiden vorherigen 
Wachstumsfaktoren erwartungsgemäß vermindert. 
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5.3 Qualitative und quantitative Beurteilung der RNA 
Um die aus den VSMCs gewonnene RNA mengenmäßig möglichst genau 
einsetzen zu können, wurde zusätzlich zur Photometermessung die 
Qualität und Quantität mittels Agarosegelelektrophorese mit 
anschließender Ethidiumbromidfärbung unter UV-Licht dargestellt und 
überprüft. 
In der  folgenden Abbildung des gefärbten Agarosegels, wurde jede Spur 
mit 0,5µl der gewonnen RNA beladen. Da alle Banden gleich scharf und 
von annähernd gleicher Intensität sind, war die RNA für die 
anschließenden Versuche sowohl quantitativ als auch qualitativ sehr gut 
geeignet. 
 
 
 
 
 
 
Bovine RNA – Ausgangsmaterial für die anschließenden 
Versuche 
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5.4 RAP-PCR – Darstellung ausgewählter Polymorphismen 
Um einen Ausschnitt der Genexpression unterschiedlich stimulierter 
vaskulärer boviner Muskelzellen darzustellen, wurden in dieser Arbeit 11 
verschiedene arbiträre Primer-Kombinationen, mittels RNA-Fingerprinting, 
getestet. Berücksichtigt man, daß bei dieser Methode rund 50-100 
Transkripte pro Primerkombination dargestellt werden (McClelland et al., 
1994b), dann sind im Rahmen dieser Arbeit ungefähr 550-1100 
Transkripte in der Polyacrylamidgelelektrophorese mit Silbernitratfärbung 
aufgezeigt worden. Unter diesen 1100 Transkripten finden sich 23 
Banden, die als polymorph bezeichnet werden können, da die Expression 
dieser Banden im Vergleich zu der Kontrollspur, deutlich stärker bzw. 
schwächer wird.  
 
 Primerkombination Kloniert      Ergebnis blast - search Laborbuch S.
1. OPN 24 / HD 10  92. 
2.              X Human EST 92. 
3.  X p 97 92. 
4. OPN 27 / OPN 27 X Human laminin B 2 89. 
5.  X / 89. 
6. OPN 24 / OPN 24 X cDNA DUTT1 76. 
7.  X / 76. 
8.  X / 76. 
9.   76. 
10.  X / 76. 
11. OPN 24 / Juc 1 A  116. 
12.   116. 
13.   116. 
14. OPN 21 / Juc 1 A  81. 
15. OPN 27 / OPN 25  90. 
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 Primerkombination Kloniert      Ergebnis blast - search Laborbuch S.
16.  X / 90. 
17.  X Serin-Methyl-Transferase 90. 
18.  X / 90. 
19.   90. 
20. OPS 04 / OPS 04  118. 
21.   118. 
   
Weitere getestete 
Primerkombinationen : 
 
OPN  21 / OPN 21  
OPS  05 / OPN 27  
OPS  04 / OPN 25  
OPN  24 / OPN 27  
In der weiteren vollständigen Darstellung, von der polymorphen Bande bis 
zur Auswertung der klonierten Sequenz, werden dann jedoch nur die 
Polymorphismen 3 und 4 berücksichtigt, an denen beispielhaft die 
Ergebnisse der unterschiedlichen Versuche aufgezeigt werden. 
 
Bei dem ersten PAA-Gel fanden sich drei deutliche Polymorphismen:  
Nr. Kontrollspur 1 Std. stimuliert 6 Std. stimuliert Beobachtet bei: bp 
1. - ⇑⇑ ⇑⇑         bFGF / SNP 630
2. - ⇓ ⇓ BB / bFGF / SNP 535
3. - ⇓ ⇓ BB / bFGF / SNP 325
bp = Basenpaare / Länge des Transkripts  
Kontrollspur = nicht stimulierte VSMCs 
⇑ = Expression im Vergleich zur Kontrollspur vermehrt 
⇓ = Expression im Vergleich zur Kontrollspur vermindert 
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 Primerkombination: OPN 24 in der Erststrangsynthese 
     HD 10 in der Zweitstrangsynthese 
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In dem zweiten PAA-Gel fanden sich zwei deutliche Polymorphismen: 
 
 
Nr. Kontrollspur 1 Std. stimuliert 6 Std. stimuliert Beobachtet bei: bp 
4. - ⇑ ⇑ BB / bFGF / SNP  500
5. - ⇓ ⇓         bFGF / SNP 415
 
bp = Basenpaare / Länge des Transkripts  
Kontrollspur = nicht stimulierte VSMCs 
⇑ = Expression im Vergleich zur Kontrollspur vermehrt 
⇓ = Expression im Vergleich zur Kontrollspur vermindert 
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 Primerkombination: OPN 27 in der Erststrangsynthese 
    OPN 27 in der Zweitstrangsynthese 
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5.5 Reamplifikationsprodukte 
Um die DNA der oben gezeigten polymorphen Transkripte reamplifizieren 
zu können, wurden die entsprechenden Banden des auf Chromato-
graphiepapier getrockneten PAA-Gels mit Hilfe einer sterilen Kanüle 
„abgekratzt“ (Stumm et al. 1997). Nach Durchlaufen der jeweiligen PCR-
Reaktion wurden die Produkte erneut auf silbergefärbten PAA-Gelen 
dargestellt, um anhand des Größenmarkers zu überprüfen, ob die Anzahl 
der Basenpaare der reamplifizierte Bande auch der ursprünglich 
abgekratzten Bande entspricht. Weiterhin kann man hierbei die Reinheit 
der reamplifizierten Banden beurteilen. 
 
 
Das wiederholte Abkratzen der reamplifizierten DNA führt im 
rechten Gel zu einer deutlichen Reduzierung von 
„verunreinigenden“ Banden. 
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5.6 Klonierung und Sequenzierung 
Nach der Reamplifikation und Ausfällung der polymorphen DNA, erfolgt 
die Klonierung in kompetenten E. coli des Bakterienstammes DH5α. Die 
einzige Möglichkeit zur Kontrolle dieser verschiedenen Versuchsschritte ist 
die Agarosegelelektrophorese nach dem Restriktionsverdau, bei dem die 
linearisierte DNA mittels einer positiven und einer negativen 
(„verdaut/unverdaut“) Kontrolle ausgewertet wird.  
Positiv sind die Proben, die das DNA-Insert enthalten, d.h. die Transkripte 
sind deutlich größer als die unverdaute Kontrolle, bzw. entsprechend der 
Anzahl der Basenpaare des klonierten Transkripts größer, als die verdaute 
Kontrolle.  
 37 
 
  
 
 
5.7 Sequenzanalyse und deren spezifischer Nachweis in der 
PCR-Reaktion 
Von den 21 polymorphen Transkripten wählten wir diejenigen aus, die eine 
besonders deutliche Veränderung durch Stimulation in den PAA-Gelen 
zeigten, so daß im weiteren insgesamt 11 Transkripte kloniert und 
sequenziert wurden. In zunächst vier Fällen zeigten die Sequenzen der 
Fragmente eine große Homologie zu bekannten humanen Gen-
sequenzen: 
• Laminin B2 
• p97, ein kürzlich beschriebener Translationsregulator 
• Serin-methyl-Transferase 
• humane sequenzierte Expressionsetikette 
 
Ein erneuter Abgleich der Sequenzen im April 1999 ergab in einem 
weiteren Falle eine hohe Homologie (93% Übereinstimmung). 
• DUTT1, ein erst kürzlich isoliertes Protein, welches zur Familie der N-
CAM Zell-Adhäsions-Proteine gehört. N-CAMs spielen eine 
wesentliche Rolle bei der Zell-Zell-Erkennung und deren 
Signalmechanismen (Esni et al., 1999; Sundaresan et al., 1998).Vor 
diesem Hintergrund wäre auch in diesem Falle ein weiterführender, 
spezifischer Nachweis sicherlich von Interesse gewesen. 
 
Um die große Homologie unserer klonierten Sequenzen zu Laminin B2, 
bzw. p97 zu veranschaulichen, finden sich auf den folgenden zwei Seiten 
Auszüge aus der BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) Datenbank 
des National Center for Biotechnology Information, USA. 
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emb|X13939|HSLAMIB2 Human mRNA fragment for laminin B2 
 Length = 1105 
 Score =  580 bits (291), Expect = e-163 
 Identities = 442/491 (90%), Gaps = 3/491 (0%) 
 Strand = Plus / Minus 
 
Query: 1    
 gacggggtgttgaagcagccgga-ggtagggtcttcttgatgtcttccaggttgcgaat 59 
||||||||||||||||||||| || |||| ||||||| ||||||| ||||| |||||||| 
ggacggggtgttgaagcagccagatggtaaggtcttcctgatgtcctccagattgcgaat 914 
Sbjct: 973 
 
Query: 60   
gtccttcaggatctcctcgatgtctcggttatagtccatgatggcagcctcctgcttcct 119 
|||||||| |||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
gtccttcatgatctcctcgatatctcggttatagtccatgatggcagcctcctgcttctt 854 
Sbjct: 913 
 
Query: 120  
ggcttcgttctccaggttggacaccttcctgtctagatcactgactttcacttcttcttt 179 
|||||| ||||||||||  ||||| ||||| || ||||| ||||| |||| ||| ||||| 
ggcttcattctccaggtcagacactttcctatcaagatcgctgaccttcatttcatcttt 794 
Sbjct: 853 
 
Query: 180  
ggctttgttcagggtgccttcaatctcatttagcttgttcaggtccactgtgtccagctg 239 
||||||||| ||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||| |||||||| 
ggctttgtttagggtgccttcaatctcgtttagcttattcaggtccactgtatccagctg 734 
Sbjct: 793 
 
Query: 240  
cccaagctgctccaggaggtcattaataaggttgagaaggttggtaacagagtttttggc 299 
||| |||||||||| |||||||||||||| | |||| ||| | ||||||||||||||||| 
ccccagctgctccaagaggtcattaataatgctgaggaggctagtaacagagtttttggc 674 
Sbjct: 733 
 
Query: 300  
ttttctggcattgatctcggcttcctgagctrcctgtgargccatccctgccatcatcat 359 
|||||||||||||||||||||||| |||||  ||||||| |||||||||||||||||||| 
ttttctggcattgatctcggcttcttgagcagcctgtgaagccatccctgccatcatcat 614 
Sbjct: 673 
 
Query: 360  
atcctggtcagcatcttcttgttttttcttcagctctttttctgcttcctgtagttgttt 419 
||||||||||| || ||||||||| |||| |||||||||||||||||||| ||||| || 
gtcctggtcagcgtcatcttgttttctctttagctctttttctgcttcctgcagttgctt 554 
Sbjct: 613 
 
Query: 420  
caacatattattcacctcgttatccagatctgt-acttctgc-aaagtcctttcagcttc 477 
||||||||| |||||||| |||||||||||||| |||||||| ||||| ||||||||||| 
caacatattgttcacctcattatccagatctgtaacttctgcaaaagttctttcagcttc 494 
Sbjct: 553 
 
Query: 478  
drccctggtgc 488 
  || |||||| 
tgccttggtgc 483; Sbjct: 493 
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gb|U73824|HSU73824 Human p97 mRNA, complete cds 
gi|4503538|ref|NM_001418.1|EIF4G2| Homo sapiens eukaryotic 
translation initiation factor 4 gamma, 2 (EIF4G2) mRNA 
Length = 3820 
 Score =  468 bits (236), Expect = e-130 
 Identities = 281/296 (94%) 
 Strand = Plus / Plus 
 
 
Query: 1     
ccgtcaaaggaagaactgcttaaactaactgaaactgttgtaactgaatacctgaatagt 60 
||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| || |||||| 
ccgtcaaaggaagaactccttaaactaactgaaactgttgtgactgaatatctaaatagt 1980 
Sbjct: 1921 
 
Query: 61    
gggaatgcaaatgaagctgtcaatggtgtgagagagatgagagctcctaaacacttcctt 120 
|| ||||||||||| |||||||||||||| ||||| ||||| |||||||||||||| ||| 
ggaaatgcaaatgaggctgtcaatggtgtaagagaaatgagggctcctaaacactttctt 2040 
Sbjct: 1981 
 
Query: 121   
cctgagatgttaagcaaagtaatcatcctgtcactggatagaagtgatgaagataaagaa 180 
||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||||||||| 
cctgagatgttaagcaaagtaatcatcctgtcactagatagaagcgatgaagataaagaa 2100 
Sbjct: 2041 
 
Query: 181   
aaagcgagttctttgatcagtttactcaaacaggaagggatagccacaagtgacaacttc 240 
||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
aaagcaagttctttgatcagtttactcaaacaggaagggatagccacaagtgacaacttc 2160 
Sbjct: 2101 
 
Query: 241   
atgcaggctttcctgaatgtattggaccggtgccccaaactggaggttgacatccc 296 
|||||||||||||||||||||||||||| ||| ||||||||||||||||||||||| 
atgcaggctttcctgaatgtattggaccagtgtcccaaactggaggttgacatccc 2216 
Sbjct: 2161 
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Ein spezifischer Nachweis wurde für Laminin B2 und das Protein p97 und 
noch zwei weitere Fragmente mittels Reverser-Transkriptions-PCR, RT-
PCR, durchgeführt. Als quantitative Kontrolle wurde hierbei das 
„housekeeping gene“ ß-actin verwandt (Raff et al., 1997). 
Von den Produkten der RT-PCR wurden nicht-denaturierende 
Polyacrylamidgele mit anschließender Silberfärbung angefertigt. 
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6 DISKUSSION 
Bei der Restenose handelt es sich auch heute noch um das zentrale 
Problem aller gefäßeröffnenden Maßnahmen. Obwohl weltweit intensiv an 
der Vermeidung dieser Langzeitkomplikation geforscht wird, ist es bisher 
nicht gelungen, die Restenosebildung deutlich zu verringern. Im 
Vordergrund der Forschung stand dabei lange Zeit die systemische 
pharmakologische Therapie (Herrman et al., 1993) aber auch die 
Durchführung der Ballondilatation ist bezüglich ihres Einflusses auf die 
Rezidivstenose eingehend untersucht worden. Dazu wurden 
unterschiedliche Parameter, wie Dauer der Inflation, Höhe des Drucks, 
Länge des Ballons, Über- oder Unterdimensionierung der Ballongröße in 
Bezug zum Gefäßlumen, untersucht. Im Bereich der Koronararterien 
konnte hier zumindest eine Verminderung der angiographischen 
Restenoserate auf 19% nach PTCA mit intravaskulärem Ultraschall-
adaptierter Wahl der Ballongröße erzielt werden (Schroeder et al., 1999). 
Unter Veränderung der anderen genannten Parameter zeigte sich jedoch 
keine eindeutige Beeinflußung der Rezidivrate (Höfling et al., 1997). 
Da durch klinische Beobachtungen und histologische Befunde allein 
scheinbar kein Erfolg in der Prävention der Restenose nach PTA erzielt 
werden kann, bieten hier molekularbiologischen Untersuchungen ein 
neues Spektrum, um die Pathophysiologie der Rezidivstenose noch 
besser aufzuschlüsseln. Blutgefäße sind grundsätzlich in der Lage, ihr 
Umgebungsmilieu genau zu analysieren und die erfaßten humoralen und 
biomechanischen Informationen sofort zu verarbeiten und sich 
entsprechend anzupassen, wie z.B. das Vascular Remodeling zeigt 
(Topper, 2000). Als langfristiges Ziel sollte die Gen-Therapie der 
Restenose verfolgt werden. Allerdings sind selbst nach Aufschlüsselung 
der komplexen Vorgänge auf molekularbiologischer Ebene noch 
Probleme, wie beispielsweise die technische Durchführbarkeit, Gene in die 
Arterienwand zu transportieren, zu lösen (DeYoung et al., 1998).  
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6.1 RAP-PCR als Methode 
Biologische Prozesse, wie die Embryogenese, Zelldifferenzierung und - 
wie im vorliegenden Falle - die zelluläre Antwort auf die Stimulation mit 
Wachstumsfaktoren - gehen einher mit Veränderungen der Gen-
expression (Jorgensen, 1999). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, 
daß die RAP-PCR als Methode zur Analyse der differentiellen 
Genexpression von VSMCs in vitro sehr gut geeignet ist (Alfke et al., 
1999). 
In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Methoden zur 
Unterscheidung von mRNA in vergleichenden Untersuchungen, darunter 
die subtraktive Hybridisierung oder differentielle Hybridisierung, entwickelt. 
Diese beiden methodisch schwierigen Verfahren bedienen sich nicht der 
PCR, eignen sich jedoch zur Darstellung von reichlich exprimierten Genen 
(Sambrook et al., 1989). Die repräsentative Differenzanalyse (RDA) oder 
auch die EST-Klonierung (exprimierte sequenzmarkierte Stelle) dagegen 
nutzen zwar die PCR, sind aber technisch sehr aufwendig und 
arbeitsintensiv (Hubank et al., 1994; Zhang et al., 1997).  
Betrachtet man alle genannten Methoden, so zeichnet sich die RAP-PCR 
durch die einfache Handhabung, die hohe Sensitivität, die vergleichsweise 
geringen Kosten sowie die Möglichkeit viele unterschiedliche Proben 
parallel zu untersuchen und dabei vielleicht auch neue Gene zu 
entdecken, aus (Mathieu-Daudé et al., 1999). Bei der Verwendung kurzer 
arbiträrer Primer in der RAP-PCR lassen sich rund 50-100 Transkripte pro 
Spur im Polyacrylamid-Übersichtsgel darstellen (McClelland et al., 1994b). 
Gleichzeitig erhält man dabei Informationen über die Hoch- oder 
Runterregulation von Genen, da sich die Intensität der einzelnen Banden 
im allgemeinen proportional zur Konzentration der entsprechenden 
Sequenz verhält (McClelland et al., 1994a). Die Kombination der RAP-
PCR mit der im Anschluß durchgeführten quantitativen Bestätigungs-RT-
PCR mit speziell für diesen Schritt angefertigten Primern, läßt auch bei 
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sehr ähnlichen Ausgangszellen sicher zwischen allgemein hochregulierten 
und spezifisch unterschiedlich regulierten Genen eine Unterscheidung zu 
(Müller-Ladner et al., 1999). 
Für die Darstellung der PCR-Produkte wurden in der vorliegenden Arbeit 
Polyacrylamid-Gele mit anschließender Silbernitratfärbung, anstelle der 
sonst weit verbreiteten radioaktiven Techniken genutzt. Die Vorteile der 
Färbung mit Silbernitrat sind die einfache, ungefährliche und 
kostengünstige Handhabung, nachteilig ist dagegen die etwas geringere 
Sensitivität dieser Methode im Vergleich zur radioaktiven Markierung 
(Schlegel et al., 1996). 
6.2 Protein p97  
Bei dem von uns klonierten und anschließend sequenzierten 
Polymorphismus Nr. 3 konnten wir anhand der internationalen Datenbank 
eine 94%ige Übereinstimmung mit der mRNA des Humanen p97 
nachweisen. Hierbei handelt es sich um ein Protein mit einem 
Molekulargewicht von 97 kDa, welches erstmals 1997 von der 
Arbeitsgruppe Imataka (Imataka et al., 1997) als Translationsinhibitor in 
der Literatur erwähnt wurde. 
Die Arbeitsgruppe beschreibt p97 als einen Faktor, der die Translation der 
mRNA an den Ribosomen beeinflußt. p97 ist weitestgehend homolog zu 
den C-terminalen zwei Dritteln des bereits bekannten Eukaryotic 
Translation Initiation Factor 4G (eIF4G) (Gradi et al., 1998; Yamanaka et 
al., 1997, Pyronnet et al., 1999). Diese C-terminale Region des eIF4G 
verfügt über Bindungsstellen für zwei weitere Faktoren, eIF4A und eIF3 
(Lamphear et al., 1995). eIF4A wird am C-terminalen Drittel gebunden und 
ist absolut notwendig für das Funktionieren der Cap-abhängigen und Cap–
unabhängigen Translation (Pause et al., 1994), während der Faktor eIF3, 
welcher im mittleren Drittel von eIF4G lokalisiert ist, essentiell für die 
Bereitstellung der Ribosomen zur anschließenden Translation der mRNA 
ist (Pain, 1996). 
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Abb. nach Hentze, 1997. 
P97 bindet – wie die Homologie zu den C-terminalen zwei Dritteln des 
eIF4G bereits erwarten ließ - ebenfalls die Faktoren eIF4A und eIF3. 
Hierbei hat sich jedoch gezeigt, daß p97, ganz im Gegensatz zu seinem 
homologen Faktor eIF4G, sowohl die Cap-abhängige, als auch die Cap-
unabhängige Translation hemmt (Hentze, 1997). Diese Hemmung der 
Translation kommt dadurch zustande, daß p97 zusammen mit eIF4A und 
eIF3 einen Proteinkomplex bildet, der die Initiationsfunktion dieser beiden 
notwendigen Faktoren inaktiviert, wodurch es zu einer Reduzierung der 
Proteinsynthese von bis zu 25% kommen kann (Imataka et al., 1997).  
Seit einigen Jahren ist weiterhin bekannt, daß Faktoren, die die 
Proteinsynthese hemmen, sich ebenfalls auf die Apoptose, also den 
programmierten Zelltod, auswirken (Martin et al., 1988, Polunovsky et al., 
1994). In diesem Zusammenhang gelang es Levy-Strumpf et al. (1997), 
p97 als mutmaßlichen Modulator des Interferon-γ gesteuerten 
programmierten Zelltodes, zu klonieren. Die zelluläre Struktur eines 
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gesunden Gefäßes wird durch das Gleichgewicht zwischen Zellwachstum 
und Zelluntergang durch Apoptose bestimmt (Gibbons et al., 1994), wobei 
das Zusammenwirken der unterschiedlichen autokrinen und parakrinen 
Faktoren, die dieses Gleichgewicht steuern, noch nicht ausreichend 
verstanden ist (Best et al., 1999; Pollmann et al., 1996). Es ist jedoch 
bekannt, daß die Traumatisierung der Arterienwand durch die PTA zu 
hyperplastischem Zellwachstum mit Anstieg der Gesamtzellzahl führt 
(Muller, 1997). Somit muß eine Störung der physiologischen Apoptose als 
ein weiterer wichtiger Faktor der Restenoseentstehung nach PTA 
betrachtet werden.  
Wie bereits im Ergebnisteil dargestellt, wurde bei den Versuchen im 
Rahmen dieser Arbeit die Bande des p97, außer bei der einstündigen 
Zellstimulation mit PDGF-BB, im Vergleich zu den nicht-stimulierten 
Kontrollzellen, in allen Fällen herabreguliert. Berücksichtigt man nun die 
bisher bekannten Entstehungsmechanismen der Restenose nach PTA, 
dann legt dieses Ergebnis nahe, daß es sich bei p97 durchaus um einen 
physiologischen Faktor handelt, der sich hemmend, aber auch 
kontrollierend auf die Proteintranslation auswirkt. Weiterhin läßt sich auch 
die überschießende zelluläre Reaktion nach dem Barotrauma der PTA 
besser nachvollziehen, wenn man berücksichtigt, daß die verminderte 
Expression des Apoptose-induzierenden Faktors p97 das Gleichgewicht 
zwischen Zellwachstum und Zelluntergang beeinflußt. Unsere 
Beobachtungen diesbezüglich stimmen mit denen der Forschungsgruppe 
Bauriedel et al. überein. In 1996 gelang es dieser Gruppe anhand von 
humanen Atherektomieproben aus Primär- und Restenoseläsionen 
aufzuzeigen, daß insbesondere die zellreichen Restenosen eine signi-
fikant verminderte Apoptoserate aufwiesen (Bauriedel et al., 1996; Isner et 
al., 1995). Weitere Forschungsergebnisse der Gruppe Bauriedel et al. aus 
1997 legen nahe, daß der Verminderung von Apoptoseprozessen eine 
wichtige Rolle bei der Formierung von Restenoseläsionen, neben 
Migration und Proliferation, zukommt (Bauriedel et al., 1997). 
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6.3 Extrazellulärmatrix und Laminin B2 
 
Die Restenose nach PTA ist ein multifaktorielles Geschehen, welches als 
Reaktion auf das Barotrauma der Arterienwand, ausgelöst wird. Viele 
Studien haben sich in der Vergangenheit ausgiebig mit den möglichen 
Ursachen der Migration und Proliferation der VSMCs beschäftigt, wobei in 
den meisten Fällen auch die vermehrte Produktion von Extrazellulärmatrix 
erwähnt wurde ( Thyberg et al., 1997; Bauriedel et al., 1994; Calara et al., 
1996). Die Extrazellulärmatrix besteht aus einem komplexen Netzwerk 
verschiedener Makromoleküle, die eine physiologische Verbindung 
zwischen den konstitutiven Zellen herstellen (Ju et al.,1996). In den 
meisten Organen werden die Makromoleküle der EMC von Fibroblasten 
sezerniert (Lin et al., 1993), im vaskulären System sind jedoch die VSMCs 
ebenfalls in der Lage, EMC zu produzieren (Ju at al., 1996). Die vaskuläre 
Extrazellulärmatrix besteht größtenteils aus verschiedenen Kollagen-
Subtypen, Laminin, Fibronectin, Elastin und unterschiedlichen 
Proteoglykanen. (Faxon et al., 1997).  
Das typische histologische Bild der Intimahyperplasie besteht aus einer 
losen Ansammlung glatter Muskelzellen und Makrophagen, umgeben von 
Extrazellulärmatrix (Austin et al., 1985).  Versuche mit Kaninchenarterien 
haben gezeigt, daß die Synthese von Kollagen, Elastin und 
Proteoglykanen und Glykoproteinen um das vier- bis zehnfache, über 
einen Zeitraum von 4 Wochen nach Trauma, ansteigt (Strauss et al., 
1994). 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß es sich bei einer der 
von uns klonierten und sequenzierten Banden mit 90%iger 
Übereinstimmung in der internationalen Datenbank um das humane 
Laminin B2 handelt, worauf im folgenden weiter eingegangen wird. 
Laminin ist ein Glykoprotein, welches sich aus drei Untereinheiten, der A-
Kette (400 kDa) und zwei B-Ketten (B1 und B2, jeweils 200 kDa), 
 49 
 
  
 
 
zusammensetzt (Kreis et al., 1993). Als Bestandteil der vaskulären 
Basalmembran (Chiang et al., 1991) zählt Laminin zu den Faktoren der 
Extrazellulärmatrix, die die Zelladhäsion und -migration, sowie 
Zellwachstum und –differenzierung vermitteln, womit ihm eine 
entscheidende Funktion in gesunden Organen zukommt (Lundgren et al., 
1988). Die erhöhte Expression von Bestandteilen der Extrazellulärmatrix 
spielt jedoch auch eine bisher nicht vollständig verstandene Rolle bei der 
Entstehung der vaskulären Hypertrophie, sowie der Restenose nach PTA 
(Ju et al., 1996). Laminin trägt weiterhin zur phänotypischen 
Differenzierung, insbesondere der Aufrechterhaltung des kontraktilen 
Phänotyps der VSMCs, bei (Hedin et al., 1988). Die Modulation des 
Phänotyps der VSMCs ist für die Proliferation der Zellen als Antwort auf 
die Stimulation mit Wachstumsfaktoren in vivo und in vitro erforderlich 
(Chamley-Campell et al., 1981). 
Betrachtet man das gefärbte und fixierte Polyacrylamidgel und den 
anschließend durchgeführten spezifischen Nachweis für Laminin B2, dann 
zeigt sich, daß die Intensität der Bande, insbesondere bei einstündiger 
Stimulation mit PDGF-BB und sechsstündiger Stimulation mit SNP, im 
Vergleich zur Kontrollspur, zunimmt. Eine Funktion des Laminin B2 
besteht darin, wie bereits oben erwähnt, den Phänotyp der kontraktilen 
glatten Muskelzelle aufrecht zu erhalten. Somit stellt sich nun durchaus die 
Frage, ob eine vermehrte Expression von Laminin B2 als 
Stabilisationsversuch der glatten Muskelzelle gewertet werden kann. Denn 
wenn es möglich wäre, über eine erhöhte Produktion von Laminin B2 eine 
Umwandlung des kontraktilen Typs der VSMC in den sezernierenden 
Phänotyp zu verhindern, wäre einer der Mechanismen der 
Restenoseentstehung möglicherweise erfolgreich blockiert. 
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6.4 Limitationen der vorliegenden Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit haben wir nicht mit humaner, sondern mit 
boviner RNA gearbeitet, die wir aus glatten Muskelzellen der Aorta des 
Rindes gewonnen haben. Da es sich bei den Rindern um „normales 
Schlachtvieh“ handelte, müssen wir davon ausgehen, daß die Zellstruktur 
nicht der einer atherosklerotischen Aorta entspricht; zumindest konnte 
makroskopisch kein Anhalt dafür gefunden werden. In der Literatur findet 
man viele Studien, in denen vergleichbar vorgegangen wurde. Noch 
häufiger als bovine wurden jedoch glatte Muskelzellen aus der Aorta der 
Ratte verwandt, bei denen ebenfalls keine Vorschäden der Arterienwand 
bekannt waren und die ebenfalls nicht vorab mit einer speziellen Diät 
ernährt wurden (Bilato et al., 1995; Dubey et al., 1995).  
Vorteil der bovinen VSMCs ist nicht nur die nahezu unbegrenzte 
Verfügbarkeit, sondern auch die Tatsache, daß keine speziellen 
Versuchtiere notwendig sind. Zudem handelt es sich um eine 
kostengünstige Variante der Zellkultur, da das benötigte Medium und 
Serum in wesentlich größeren Mengen zur Verfügung steht und damit 
natürlich auch preiswerter ist. Vor dem Hintergrund, daß wir eine Methode 
etablieren wollten, von der vorab nicht offensichtlich bekannt war, daß sie 
uns verwertbare Ergebnisse auch im Hinblick auf unsere Fragestellung der 
Restenose nach PTA liefern würde, hielten wir die Wahl der bovinen 
Zellen für gerechtfertigt. Sicherlich bietet es sich nun an, nach 
erfolgreicher Etablierung der Methode, vergleichbare Versuche an 
humanen VSMCs durchzuführen. Grundsätzlich wäre es dabei natürlich 
von Vorteil, wenn Restenosematerial zur Verfügung stünde. 
Wie bereits erwähnt, wurden die Polyacrylamid Gele in unserem Labor 
selber angesetzt und gegossen. Aufgrund unterschiedlicher Faktoren wie 
Lagerungszeit der Einzelkomponenten, unter Umständen schwankende 
Konzentrationen in der Zusammensetzung der Einzelkomponenten, wie 
auch die Polymerisationsdauer des einzelnen Gels wurden 
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Schwankungen in der Qualität der großen Übersichtsgele beobachtet. 
Dadurch wurde insbesondere die Auswertung des Wachstumsfaktors 
PDGF-AA erschwert, da die entsprechenden Proben grundsätzlich 
getrennt von den restlichen, auf einem separaten Gel liefen. Daher läßt 
sich in einigen Fällen in der Übersicht nicht eindeutig auswerten, wie sich 
die ansonsten polymorphen Banden unter Einfluß von PDGF-AA 
verhalten.  
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
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Bei der perkutanen transluminalen Angioplastie handelt es sich abhängig 
von der Lokalisation einer Gefäßstenose, in vielen Fällen um die Therapie 
der Wahl bei vaskulären Verschlußprozessen. Die primäre Erfolgsrate 
dieser Behandlungsmethode ist sehr hoch und in den seltensten Fällen mit 
Komplikationen verbunden. Ein Problem bleibt jedoch trotz intensiver 
Forschungsarbeit die Rezidivrate, die je nach Lage und Ausdehnung der 
Primärstenose bis zu 60% betragen kann.  
Vaskuläre glatte Muskelzellen (VSMC) spielen unter anderem eine 
wichtige Rolle in der Entstehung restenotischer Läsionen. Ziel dieser 
Arbeit war es, die differentielle Genexpression von VSMCs nach 
Stimulation mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren, die im Rahmen der 
PTA freigesetzt werden, zu untersuchen. Hierzu wurde bovine RNA von 
stimulierten Zellen und Kontrollzellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
isoliert. Für die Stimulation verwendeten wir Wachstumsfaktoren (PDGF-
AA, PDGF-BB, bFGF) und den NO-Donator Natriumnitroprussid (SNP). 
Die Genexpression der Zellen wurde durch RAP-PCR-Fingerprints (RNA 
arbitrarily primed polymerase chain reaction) und anschließender 
silbergefärbter Polyacrylamid-Gelelektrophorese analysiert. Polymorphe 
Fragmente wurden sequenziert und weiter analysiert. 
Mit der RAP-PCR ließen sich unterschiedliche Bandenmuster zwischen 
stimulierten- und Kontrollzellen darstellen. Die Sequenzen von fünf Frag-
menten zeigten eine hohe Homologie zu bekannten humanen 
Gensequenzen (Serin-Methyl-Transferase, DUTT1, Laminin B2, ein 
Translationsregulator (p97) sowie eine humane, sequenzierte 
Expressionskette (EST-expressed sequence tag)). Der spezifische Nach-
weis der vermehrten Laminin B2 und verminderten p97 Expression wurde 
mittels reverser Transkriptions PCR (RT-PCR) durchgeführt.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die RAP-PCR als Methode zur 
Analyse der differentiellen Genexpression unterschiedlich stimulierter 
VSMC in vitro etabliert werden. Die Gene für Laminin B2 und p97 werden 
nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren in bovinen VSMCs differentiell 
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exprimiert. 
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